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1 UVOD 
»Moonlight« proteini  (ang. Moonlight Proteins, MP) so podskupina večfunkcionalnih 
proteinov, za katere je značilno, da ena polipeptidna veriga opravlja dve ali več fiziološko 
različnih biokemijskih ali biofizikalnih funkcij (Jeffery, 1999, 2005, 2015). 
Večfunkcionalnost pri tem ni posledica alternativnega izrezovanja RNA, prerazporejanja 
DNA ali različnih post-translacijskih modifikacij (ang. post-translational modifications, PTM) 
istega proteina, v to skupino pa tudi ne spadajo homologni neidentični proteini, proteini z 
enako funkcijo na različnih lokacijah znotraj ali zunaj celice, proteini, ki katalizirajo več 
procesov iste metabolne poti, promiskuitetni encimi  in večdomenski proteini, pri katerih ima 
vsaka domena svojo funkcijo zaradi fuzije genov ali premeščanja eksonov (Piatigorsky in 
Wistow, 1989; Jeffery, 1999, 2014). Definicija se sicer še spreminja in dopolnjuje. 
 
V MoonProt podatkovni bazi lahko danes dobimo podatke o skoraj 400 »moonlight« 
proteinih, pri čemer ima vsaka domena živih bitij odkrit vsaj en primer. Najdemo jih torej pri 
bakterijah, arhejah in evkariontih (protisti, glive, rastline in živali), dva primera pa tudi pri 
virusih (Jeffery, 2017). Poleg razširjenosti sta za te proteine značilni raznolikost in (običajno) 
nepovezanost funkcij, ki jih opravljajo. Večina sedaj znanih je visoko ohranjenih metabolnih 
encimov, predvsem glikolitičnih, ki imajo poleg metabolne vloge tudi druge funkcije, vendar 
to ni pravilo. Pogosto imajo še vlogo receptorjev, šaperonov, citoskeletnih ali kromatinskih 
komponent, transkripcijskih faktorjev ali pa so iz celice izločeni kot citokini ali rastni faktorji.  
 
Število člankov o tematiki narašča zaradi pomena poznavanja večfunkcionalnosti za 
razumevanje delovanja celic, celičnih procesov in bolezni pri človeku. Večfunkcionalni 
proteini bodo zato velik predmet raziskav v biokemiji, medicini, pa tudi v farmaciji in 
biotehnologiji. Zanimivi so zaradi njihovega terapevtskega potenciala, za sintezo novih 
materialov, proteinov z novimi funkcijami in za razvoj bioinformatike, saj bi bilo namesto 
naključnih odkritij dobro znati večfunkcionalnost tudi predvideti (Jeffery, 2017). 
2 PREGLED ODKRIVANJA VEČFUNKCIONALNOSTI 
V 80. letih je razvoj naprednih molekularnih orodij (npr. sekvenciranja) prinesel ugotovitev, 
da so nekateri že odkriti proteini identične molekule z več funkcijami. Wistow in sod. (1987) 
ter Piatigorsky in sod. (1988) so odkrili primere kristalinov v očeh vretenčarjev, ki so že znani 
metabolni encimi – račji ε-kristalin je laktat dehidrogenaza, δ2-kristalin pa arginosukcinat 
liaza. Oblikovana je bila besedna zveza ‘gene sharing,’ ki se nanaša na vsak gen, ki kodira 
protein z dvema različnima funkcijama, ki pa nista posledici različnega alternativnega 
izrezovanja RNA, različnih PTM, prerazporeditve DNA ali večdomenske strukture, kjer 
imajo domene različno funkcijo zaradi fuzije genov ali premeščanja eksonov (Piatigorsky in 
Wistow, 1989).  
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Konec 80. in v 90. letih so sledile publikacije o raznolikih kombinacijah funkcij »moonlight« 
proteinov. Ugotovljeno je bilo, da so nekateri, do tedaj mišljeni le kot znotrajcelični proteini, 
izločeni iz celic, pri čemer se pritrdijo na celice kot površinski proteini z vezavnimi lastnostmi 
ali pa so vključeni v medcelično signalizacijo kot citokini ali rastni faktorji (Jeffery, 2005). 
Glikolitični encim fosfoglukoizomeraza (ang. phosphoglucose isomerase, PGI) je tako tudi 
nevrolevkin in avtokrini dejavnik gibljivosti (Faik in sod., 1988; Watanabe in sod., 1996).  
 
Sledilo je odkritje »moonlight« proteinov, povezanih z adhezijo bakterij na epitelij, mukus ali 
ekstracelularni matriks (ang. extracellular matrix, ECM) gostitelja (Wang in sod., 2014). 
Gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 
GAPDH) je npr. površinski protein streptokokov skupine A, ki veže fibronektin, lizocim in 
citoskeletna proteina aktin in miozin, kar ima vlogo pri kolonizaciji in infekciji, α-enolaza 
bakterij rodu Streptococcus pa veže sesalski plazminogen, neaktivno obliko proteaze plazmin 
(Pancholi in Fischetti, 1992, 1998). Nekateri patogeni mikroorganizmi vežejo in uporabijo 
proteaze za razgradnjo gostiteljevih proteinov in invazijo (Lottenberg in sod., 1994). 
 
V letu 1999 je pojem ‘gene sharing’ Jeffery zamenjala z izrazom ‘moonlight proteins’, saj je 
prva besedna zveza dvoumna in lahko cilja tudi na gene, ki kodirajo različne oblike proteinov 
(Gancedo in sod., 2016). Novi izraz je analogija na ljudi, ki opravljajo več služb hkrati. 
Definicija, ki jo je na podlagi Piatigorskega in Wistowa oblikovala Jeffery, se še danes 
posodablja in uporablja za razumevanje, kaj so »moonlight« proteini (Hubers in Klei, 2010).  
 
Ker je odkritje »moonlight« proteinov še danes večinoma povezano z odkrivanjem proteinov 
na nepričakovanih lokacijah, interakcijami z drugimi molekulami ali nepričakovanega 
ekspresijskega nivoja proteina, se stroka trudi razviti bioinformacijska orodja za 
predvidevanje proteinske večfunkcionalnosti. Pri tem sta ključni leta 2014 ustanovljeni 
MoonprotDB in MulititaskProtDB, bazi večfunkcionalnih proteinov, ki sistematično podajata 
informacije o različnih »moonlight« proteinih (Chen in sod., 2014; Hernandez in sod., 2014). 
3 EVOLUCIJA IN RAZŠIRJENOST 
Da so »moonlight« proteini široko prisotni, nakazuje vedno večje odkrito število takšnih 
proteinov in ugotovitev, da so le-ti pogosto vseprisotni ancestralni proteini, npr. glikolitični, 
ribosomalni proteini ali proteini, ki so se pojavili z razvojem novih celičnih tipov in organov 
(Jeffery, 2003). Razumevanje njihove evolucije bo pomagalo razumeti delovanje proteinov in 
oblikovati nove večfunkcionalne proteine, saj je potrebno proteine pri tem stabilno zviti in jim 
dodati nova funkcionalna mesta (Gancedo in sod., 2014). Primerjava homolognih proteinov z 
ali brez »moonlight« funkcije in generiranje »moonlight« proteinov s seti mutant z različnimi 
proteinskimi variantami in primerjavo fitnesa mutant omogoča študij njihove evolucije in 
identifikacijo regij, pomembnih za večfunkcionalnost (Gancedo in sod., 2014). 
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3.1 KORISTI VEČFUNKCIONALNIH PROTEINOV 
Jeffery (1999) navaja, da je organizmu zaradi »moonlight« proteinov potrebno proizvesti 
manj proteinov in podvojiti manj DNA, kar prihrani precej energije. Gregory (2005) pravi, da 
pri veliko organizmih za večji del genoma ne poznamo funkcije ali predvidevamo, da je 
nimajo, kar v primeru, da je resnično nimajo, pomeni, da je selekcijski pritisk, ki omejuje 
velikost genoma, majhen. V primeru majhnih DNA in RNA virusov je večfunkcionalnost 
sicer zaželena, ker je velikost genoma omejena z velikostjo kapside (Chirico in sod., 2010). 
 
Bolj očitno »moonlight« proteini celici koristijo s koordinacijo znotrajceličnih aktivnosti ali s 
koordinacijo delovanja različnih celičnih tipov z delovanjem kot citokini ali rastni hormoni 
(Jeffery, 2005). Koristni so tudi, če združujejo alternativni funkciji in med njima preklapljajo 
ob spremenjenih okoljskih pogojih, npr. ob pomanjkanju enega in pojavitvi drugega substrata, 
ali pa če druga funkcija omogoča povratno regulacijo, npr. ko ima encim tudi funkcijo 
transkripcijskega faktorja, ki vpliva na svoje izražanje (Jeffery, 2005). Čeprav je za mnogo 
»moonlight« proteinov možno najti razlago, zakaj so koristni, za nekatere jasne razlage ni.  
3.2 EVOLUCIJA VEČFUNKCIONALNIH PROTEINOV 
Sprememba v obstoječem aktivnem oz. vezavnem mestu lahko prinese manjšo specifičnost in 
protein z enim aktivnim mestom katalizira reakcije, ki vključujejo več različnih substratov ali 
se vežejo z več partnerji (Jeffery, 1999). Pri tem ni velike spremembe v strukturi proteina. Ker 
površinske regije proteina navadno niso pod selekcijskim pritiskom, lahko pride do mutacij v 
teh predelih in posledično do nastanka novega funkcionalnega mesta (Jeffery, 2003). 
Struktura prvotnega se navadno ohrani, površina proteina pa se lahko precej spremeni. 
 
Mutacije sicer niso omejene le na odprt bralni okvir gena, ampak novo funkcijo protein lahko 
pridobi tudi z mutacijo v regulatornih regijah, regulatornih molekulah ali v genu drugega 
proteina, s katerim po novem interagira (Copley, 2014). To namreč lahko vpliva na drugačno 
časovno in prostorsko pojavljanje proteina, povzroči interakcijo z novimi proteini ali pa 
zaradi nove lokacije pride do nove konformacije in s tem do novih interakcij (Copley, 2014).  
 
Uporaba enega proteina za več funkcij lahko oteži optimiziranje obeh vlog v enem proteinu, 
ne pa nujno (Copley, 2012). Če se funkciji omejujeta, lahko pride do genske duplikacije in 
diverzifikacije – vlogi se razdelita na dva gena in s tem proteina z različnima funkcijama 
(Huberts in Klei, 2010). Pojavlja se vprašanje, ali »moonlight« proteini predstavljajo samo 
vmesno stopnjo do nastanka individualnih specializiranih proteinov ali je večfunkcionalnost 
za celico oz. organizem dovolj ugodna in ne zahteva nadaljnjih izboljšav (Copley, 2012). 
Dokler nove funkcije ne vplivajo negativno na prvotno funkcijo ali na fitnes, lahko celici 
koristijo in se zaradi evolucijske prednosti ohranijo (Jeffery, 1999).  
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3.3 RAZŠIRJENOST 
Danes poznamo primere večfunkcionalnih proteinov pri živalih, rastlinah, glivah, bakterijah, 
arhejah in protistih, najdemo pa jih tudi pri virusih (Jeffery, 2017). Po razdelitvi »moonlight« 
proteinov, vnešenih v MoonprotDB, v skupine organizmov (Slika 1) ugotovimo, da je do 
sedaj največ primerov odkritih pri bakterijah, sledijo živali, glive, praživali, rastline, arheje, 
virusi in enocelične alge. Najbolj so zastopani primeri iz modelih organizmov.  
 
Slika 1: Tortni diagram prikazuje deleže (%) eksperimentalno dokazanih in v bazo MoonprotDB vnešenih 
večfunkcionalnih proteinov iz različnih skupin organizmov. Število »moonlight« proteinov posamezne skupine 
je podano v oklepaju poleg imena skupine v legendi, pri čemer je skupno število vseh v bazo vnešenih 
večfunkcionalnih proteinov 364 (MoonProt, 2019).  
4 STRUKTURNA IN REGULATORNA PODLAGA VEČFUNKCIONALNOSTI 
V tem delu povzemamo Jeffery (1999, 2005, 2014, 2017), razen, kjer je navedeno drugače.  
4.1 PREKLOPI MED FUNKCIJAMI 
Večfunkcionalni proteini opravljajo raznolike kombinacije funkcij, zato morajo biti načini 
preklopa in regulacija le-teh za ohranjanje homeostaze natančno urejeni. Nekateri opravljajo 
več funkcij hkrati, drugi pa lahko opravljajo le eno funkcijo na enkrat in na drugo preklopijo 
ob ustreznih pogojih. Za določeno funkcijo je lahko potrebna tudi kombinacija več načinov. 
Na Sliki 2 so prikazani možni načini preklopa med funkcijami večfunkcionalnih proteinov. 
38%
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Slika 2: Načini preklopa med funkcijami večfunkcionalnih proteinov (Jeffery, 1999) 
 
Večfunkcionalen protein ima lahko različno funkcijo na različnih lokacijah znotraj celice, npr. 
v membrani, citoplazmi, jedru ali v drugih predelih, ali pa glede na nahajanje znotraj ali zunaj 
celice. Znotraj celice ima najpogosteje katalitično aktivnost, zunaj pa deluje kot rastni faktor 
ali citokin. Izražanje proteina v različnem celičnem tipu tudi lahko privede do opravljanja 
različne funkcije. Koncentracija substrata, produkta ali drugih ligandov ravno tako lahko 
povzroči preklop v funkciji. Citosolni ali membransko vezani proteini pogosto zaznavajo 
koncentracijo liganda in se vežejo na DNA ali RNA za regulacijo transkripcije ali translacije.  
 
Nadalje nekateri »moonlight« proteini v obliki monomera opravljajo eno funkcijo kot 
oligomeri pa drugo. Enako je v primeru oblikovanja kompleksa z drugimi proteini, pri čemer 
interagirajo z enim, več proteini ali pa v obliki multiproteinskega kompleksa. Monomerni 
imajo pogosto katalitično funkcijo, kot del kompleksa pa nekatalitično regulatorno. Več 
vezavnih mest za različne substrate in ligande je še ena možnost za večfunkcionalnost 
proteina.  Navadno gre za dve katalitični funkciji v biosintezi določene molekule. Nazadnje pa  
lahko tudi PTM predstavljajo način preklopa med funkcijami večfunkcionalnih proteinov. 
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4.2  STRUKTURNA PODLAGA VEČFUNKCIONALNOSTI 
Funkcija proteina je običajno vezana na strukturo proteina, kar pomeni, da je za spremembo 
funkcije morda potrebno spremeniti strukturo. Slednje lahko ali pa tudi ne odstrani 
sposobnosti opravljanje prvotne funkcije. Nekateri proteini za opravljanje druge funkcije 
preidejo velike konformacijske spremembe, drugi preidejo manjše. Če imajo proteini več 
aktivnih ali vezavnih mest za interakcije, sprememba strukture za opravljanje več funkcij ni 
nujno potrebna. Za aktivna ali vezavna mesta na oddaljenih delih proteinske strukture je 
verjetneje, da opravljajo več funkcij hkrati, kot za proteine, ki imajo funkcionalna mesta blizu 
oz. se le-ta prekrivajo. Povezava med strukturo in različnimi funkcijami »moonlight« 
proteinov je sicer slabo preučena.  
 
 
Slika 3: Akonitaza, encim cikla citronske kisline, za opravljanje RNA vezavne funkcije preide veliko 
konformacijsko spremembo. Ko je koncentracija železa v celici običajna, akonitaza opravlja katalitično funkcijo. 
Opaziti je vezavno mesto za izocitrat in skupek železovih ter žveplovih atomov, ki pomagajo pri encimski 
reakciji. V primeru padca celične koncentracije železa, skupek železovih in žveplovih atomov zapusti svoje 
vezavno mesto, posledično se protein razpre, omogoči vezavo RNA molekule in s tem regulacijo izražanja za 
privzem železa pomembnih proteinov (Jeffery, 2017). 
4.3 REGULATORNA PODLAGA VEČFUNKCIONALNOSTI 
Kako večfunkcionalni proteini opravljajo vse funkcije ob pravem času, na pravi lokaciji in 
kako je v različne dele celice ali izven nje usmerjena prava količina proteina, ki sicer v celic i 
opravlja druge funkcije, so še neodgovorjena vprašanja (Copley, 2012). Ker spremembe v 
izražanju, aktivnosti in/ali lokaciji proteina lahko igrajo vlogo pri boleznih, je razumevanje 
regulacije teh proteinov ključno za razumevanje bolezni (Jeffery, 2017). 
 
Obstaja deljeno mnenje, ali »moonlight« proteini, ki preidejo PTM za opravljanje druge 
funkcije, ustrezajo definiciji večfunkcionalnih proteinov. Mehanizem usmerjanja, izločanja, 
pritrditve in regulacija večine odkritih »moonlight« proteinov sicer še ni znan, saj tem 
proteinom manjkata signalna ali sidrna sekvenca. Obstaja hipoteza, da ne gre le za 
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nekonvencionalen način transporta, ampak za lizo celic in pritrditev sproščenih »moonlight« 
proteinov na celično membrano ali steno živih celic (Kainulainen in Korhonen, 2014). 
5 FUNKCIJE 
Večfunkcionalni proteini so znani po opravljanju raznolikih in običajno nepovezanih funkcij. 
Večina do sedaj znanih je visoko ohranjenih metabolnih encimov, predvsem glikolitičnih, 
redkeje so udeleženi v metabolizem aminokislin, proteinov, lipidov in ostalih makromolekul. 
Sedem od desetih encimov glikolize ter sedem od osmih encimov cikla citronske kisline ima 
»moonlight« funkcijo (Huberts in Klei, 2010). Večina ima katalitično funkcijo verjetno zato, 
ker gre za visoko ohranjene proteine, ki so tekom evolucije pridobili še druge funkcije, poleg 
tega pa so encimi navadno najbolj okarakterizirani proteini (Jeffery, 2014).  
 
Ostale funkcije »moonlight« proteinov so običajno funkcija receptorjev, transmembranskih 
proteinskih kanalčkov, šaperonov, transkripcijskih faktorjev, citoskeletnih ali kromatinskih 
komponent, ribosomalnih ali proteasomskih komponent ali pa citokinov in rastnih faktorjev, 
ki so izločeni iz celice (Jeffery, 2017). V nekaterih primerih je druga funkcija ravno tako 
katalitična.  Preglednica 2 prikazuje raznolikost funkcij »moonlight« proteinov.  
 
Preglednica 1: Raznolikost funkcij večfunkcionalnih proteinov 
Organizem Protein Funkcije Viri 
Homo sapiens Glutation 
peroksidaza 4 
Encimska funkcija, strukturna funkcija v kapsuli 
zrelih semenčic  
Ursini in sod., 1999 
Saccharomyces 
cerevisiae 
Zuotin Komponenta šaperonskega kompleksa, aktivator 
transkripcijskega faktorja 
Zhang in sod., 1992; 
Ducett in sod., 2013 
Paramyxovirus Hemaglutinin  Encimska funkcija, vezava virusa na površino 
gostitelja 
Crennell in sod., 2000  
Plasmodium 
berghei  
Fruktoza-
bifosfat 
aldolaza 
Encimska funkcija, vezava aktinskih filamentov 
na transmembranske adhezivne proteine in 
transdukcija gibalne sile po površini plazmodija 
Certa, 1994; Bosch in 
sod., 2007 
Sulfologus 
solfataricus 
Encim TreX  Alfa-1,4-transferazna in alfa-1,6-glukozidazna 
encimska funkcija 
Woo in sod., 2008 
5.1 VEČFUNKCIONALNOST PRI BAKTERIJAH 
Citosolni večfunkcionalni proteini na površini bakterijskih celic so pogosto uporabljeni za 
oblikovanje interakcij z gostiteljem, kar ima vlogo pri bakterijski infekciji, invaziji, 
kolonizaciji in imunskem odzivu gostitelja (Jeffery, 2015). Te proteini so nove tarče za 
zdravljenje infekcij, kar je pomembno zaradi pojava antibiotičnih rezistenc (Jeffery, 2017).  
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Ker imajo mnogi večfunkcionalni proteini, udeleženi v infekcijo, tudi pomembno vlogo v 
osnovnem metabolizmu, je mutante z izbitim genom, ki prispeva k infekciji in osnovnemu 
metabolizmu, nemogoče narediti in je posledično težko eksperimentalno dokazati pomen 
»moonlight« proteinov pri bakterijski virulenci (Wang in sod., 2014). 
 
Pogosto so bakterijski »moonlight« proteini receptorji za vezavo kolagena, fibronektina ali 
plazminogena – receptorji za kolagen in fibrinogen vežejo kolagen in fibrinogen v ECM 
gostitelja in tako pomagajo pri kolonizaciji, vezava sesalskega proteina plazminogena pa 
slednjega pretvori v aktivno obliko, proteazo plazmin, ki je ključna za razgradnjo gostiteljevih 
proteinov v ECM in bazalni lamini in s tem za invazijo tkiva (Jeffery, 2015, 2017). Pomembni 
so tudi receptorji za vezavo mucina, komponento mukusa, ki pokriva površino respiratornega, 
prebavnega in urogenitalnega trakta, ter receptorji za vezavo laminina, komponento bazalne 
lamine, ki je pomembna za medsebojno vezavo celic tkiv in organov (Perez-Vilar in Hill, 
1999; Jeffery, 2017). Te proteini so sicer prisotni tudi pri nepatogenih bakterijah, npr. pri 
nekaterih probiotičnih bakterijah (Patel in sod., 2016).  
 
Nekateri izločeni bakterijski »moonlight« proteini so pomembni tudi za modulacijo odgovora 
imunskega sistema gostitelja, saj posegajo v človeški sistem komplementa in s tem 
omogočajo izogib imunskemu sistemu okuženega (Querol-García in sod., 2017). Sistem 
komplementa sicer vodi v sestavljanje kompleksa proteinov, ki tvori poro v patogenu in 
povzroči njegovo lizo.   
5.2 VEČFUNKCIONALNOST PRI ŽIVALIH 
Zanimivi so »moonlight« proteini, udeleženi v živalsko reprodukcijo, ki jih Henderson in sod. 
(2017) navajajo v knjigi Protein Moonlightning in Biology and Medicine. Opisane so vloge 
človeškega proteina toplotnega šoka 10 (ang. Heat shock protein, Hsp10) oz. Chaperonina 10, 
ki je protein toplotnega stresa in faktor zgodnje nosečnosti z imunosupresivno vlogo, encima 
PGI, ki ima katalitično vlogo in pri dihurjih tudi vlogo pri implantaciji, šaperona Chaperonin 
60, ki poleg pravilnega zvijanja proteinov in sodelovanja pri razgradnji le-teh sodeluje tudi pri 
oblikovanju funkcionalnega spermija v procesu kapacitacije, in človeškega beta-defenzina, ki 
je protivnetna molekula in površinska molekula spermija, ključna za njegovo pritrditev na 
epitelij jajcevoda (Cavanagh in Morton, 1994; Schulz in Bahr, 2004; Asquith in sod., 2004; 
Tollner in sod., 2008; Liu in sod., 2013). 
 
Henderson in sod. (2017) so pripravili tudi pregled živalskih večfunkcionalnih proteinov, 
udeleženih v običajne celične procese, kontrolo vnetij, pa tudi v nastanek infekcij in bolezni, 
pri čemer smo vpletenost »moonlight«  proteinov v nastanek infekcij predstavili že v poglavju 
4.2.1 Večfunkcionalnost pri bakterijah, udeleženost v bolezni pa v poglavju 5.2 Medicina. 
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5.3 VEČFUNKCIONALNOST PRI KVASOVKAH 
Ker smo pri pregledu literature o večfunkcionalnosti pri bakterijah pogosto zasledili proteine 
z vlogo v virulenci, nas je zanimalo, ali lahko takšne primere najdemo tudi pri kvasovkah. 
Ugotovili smo, da so virulenčni  »moonlight«  proteini najbolj preučevani pri oportunistično 
patogeni kvasovki Candida albicans, ki kolonizira kožo, mukozne površine ustne votline, 
gastrointestinalnega, respiratornega in urogenitalnega trakta in ki pri imunsko oslabljenih 
posameznikih lahko povzroči smrtno nevarne kandidaze (Karkowska-Kuleta in Kozik, 2014).  
 
Crowe in sod. (2003) so pri kvasovki C. albicans identificirali osem proteinov s sposobnostjo 
vezave v ECM prisotnega sesalskega proteina plazminogena. Pet od teh je glikolitičnih 
encimov, med njimi tudi GAPDH. Gil-Navarro in sod. (1997) so celo ugotovili, da površinsko 
vezan GAPDH predstavlja približno 20-35 % celokupne količine GAPDH v celici kvasovke. 
Pri kvasovki C. albicans so bili sicer odkriti tudi večfunkcionalni proteini, sposobni vezave 
regulatorjev človeškega sistema komplementa. Gre za sladkorni transporter High-affinity 
glucose transporter 1, fosfoglicerat mutazo in glicerol-3-fosfat dehidrogenazo, ki z vezavo na 
regulatorje sistema komplementa zavirajo odgovor imunskega sistema gostitelja na prisotnost 
patogena (Varma in sod., 2000; Poltermann in sod., 2007; Luo in sod., 2013). 
5.4 VLOGA BIOINFORMACIJSKIH ORODIJ PRI PREUČEVANJU 
VEČFUNKCIONALNOSTI 
Razvoj bioinformacijskih orodij bi olajšal ali omogočil predvidevanje »moonlight« proteinov 
in njihovih funkcij (Gancedo in Flores, 2008). Za to se trenutno uporabljajo obstoječi 
bioinformacijski programi in algoritmi, težavnost naloge pa prikazuje dejstvo, da testiranje že 
znanih »moonlight«  proteinov in njihovih funkcij ne prinese vseh pričakovanih rezultatov 
(Hernandez in sod., 2014). Rezultate je zato potrebno preverjati tudi eksperimentalno.  
 
Podatkovni bazi MultitaskProtDB (2013) in MoonProt Database (2015) sta za razvoj takšnega 
orodja ključnega pomena, saj združujeta sicer raztresene podatke o eksperimentalno 
dokazanih večfunkcionalnih proteinih (Hernandez in sod., 2014; Mani in sod., 2015). Obstaja 
še MoonDB 2.0, vendar večfunkcionalnost vseh  proteinov tam ni preverjena (Khan in 
Kihara, 2014). Za uporabnost teh baz sta ključni kakovost anotacij in upoštevanje kriterijev 
večfunkcionalnosti, zato da niso uvrščeni neustrezni proteini (Gancedo in sod., 2016). 
 
Za ugotavljanje, ali je neki protein »moonlight« protein, se uporabljata dve metodi (Jeffery, 
2004). Prva metoda temelji na analizi aminokislinskega zaporedja tarčnega proteina, pri 
čemer se njegova funkcija lahko predvidi na podlagi homologije zaporedja s proteini, katerih 
funkcija je znana, ali pa z iskanjem zaporedij ohranjenih aminokislinskih motivov ali domen, 
ki so vezani na določeno proteinsko funkcijo. Druga metoda temelji na analizi 3-D strukture 
in razporeditvi aminokislinskih ostankov tarčnega proteina.  
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Jeffery (2015) opozarja na težavo uporabe homologije sekvenc, saj homologna proteina lahko 
opravljata eno, več ali nobene identične funkcije. Na drugi strani funkcijska podobnost lahko 
obstaja tudi med proteini, ki niso homologni in so pri tej metodi izključeni iz analize (Punta in 
Ofran, 2008). Ker so »moonlight« funkcije poleg tega verjetno organizem specifične, 
informacije o večfunkcionalnosti morda sploh niso prenosljive med različnimi organizmi 
(Flores in Gancedo, 2011). Orodja, ki predvidevajo funkcijo proteina na podlagi prisotnosti 
ohranjenih aminokislinskih motivov ali domen imajo tudi težavo, saj knjižnice funkcionalnih 
motivov in domen ne vsebujejo vseh motivov in domen, ki se povezujejo s funkcijami in 
posledično ne določijo sicer prisotne funkcije (Jeffery, 2004). Poleg tega zelo dobro zaznajo 
že znano funkcijo proteina, navadno pa ne uspejo zaznati ostalih (Hernandez in sod., 2015). 
 
Jeffery (2004) navaja, da programi, ki uporabljajo strukturne informacije, predstavljajo 
izboljšavo pred programi, ki uporabljajo primarno aminokislinsko zaporedje, saj so lahko 
aminokislinski ostanki, pomembni za funkcijo, razpršeni po aminokislinskem zaporedju in 
pridejo skupaj šele v pravilno zloženem proteinu. V povezavi s funkcijo je terciarna struktura 
tudi bolj ohranjena proteina kot sekundarna ali primarna (Hernandez in sod., 2015). Kljub 
vsemu pa podobna struktura ne pomeni nujno, da imata proteina podobno funkcijo, poleg tega 
pa imajo lahko tudi proteini z različno strukturo enako funkcijo (Punta in Ofran, 2008).  
 
V literaturi je mogoče zaslediti še več idej za predvidevanje večfunkcionalnosti. Gre za 
programe, ki zaznavajo mesta, nagnjena k PTM, saj so le-ta pogosto vključena v funkcionalna 
mesta proteinov, programe, ki na podlagi zaporedja in strukture predvidevajo protein-RNA in 
protein-DNA interakcije, v pomoč pa so lahko tudi programi, ki predvidevajo možne lokacije 
proteina v celici, kar je pri večfunkcionalnih proteinih velikega pomena, saj navadno različne 
funkcije opravljajo na različnih lokacijah (Gomez in sod., 2003; Wong in sod., 2015).  
 
Hernandez in sod. (2015) poročajo, da je trenutno najboljše orodje za predvidevanje 
večfunkcionalnosti kombinacija programov, ki delujejo na podlagi homologije 
aminokislinskih sekvenc, ter podatkov iz protein-protein interakcijskih študij, saj le-te kažejo 
interakcije tarčnega proteina z ostalimi proteini, kar je lahko pokazatelj večfunkcionalnosti. 
Vendar pa je analizo in združevanje podatkov sedaj potrebno opraviti ročno, kar je zahtevno 
in časovno potratno (Hernandez in sod., 2015).  
6 UPORABNOST ZNANJ O VEČFUNKCIONALNOSTI PROTEINOV NA 
RAZLIČNIH PODROČJIH 
6.1 BIOKEMIJA 
Večfunkcionalni proteini povečajo celično kompleksnost in s tem otežujejo razumevanje 
regulacije celičnih aktivnosti in interakcij, saj sodelujejo v več (tudi nepovezanih) dejavnostih 
(Jeffery, 2015). Delujejo znotraj kompleksnega omrežja interakcij z drugimi proteini in 
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neproteinskimi molekulami in so lahko udeleženi v komunikacijo med različnimi celičnimi 
tipi ter v odziv celice na spremembe v okolju (Jeffery, 2014). Identifikacija funkcij 
»moonlight« proteinov in mehanizmov preklopa med njimi je torej pomembna za 
razumevanje, kako proteini, celica in organizem delujejo skupaj (Jeffery, 2013). Interaktom 
večfunkcionalnih proteinov je tudi en faktorjev pri razvoju bolezni (Lage in sod., 2014). 
 
Odkritje proteinske večfunkcionalnosti sicer lahko privede tudi do identifikacije novih 
biokemijskih poti ali mehanizmov proteinskega delovanja (Jeffery, 2015). Obstaja namreč 
veliko večfunkcionalnih proteinov, katerih prvotno poznana funkcija je znotrajcelična, na 
novo odkrite funkcije pa vključujejo delovanje zunaj celice ali pritrditev na površino le-te, pri 
čemer mehanizmov določanja količine izločenega proteina, izločanja in pritrditve na površino 
celice za mnoge od teh proteinov ne poznamo. Predpostavlja se, da gre za nove mehanizme ali 
variacije že znanih (Jeffery, 2015). Pričakovati je, da bodo »moonlight« proteini prispevali 
tudi k razumevanju proteinske strukture in funkcije, saj mora biti struktura večfunkcionalnega 
proteina za opravljanje več funkcij večfunkcionalnosti prilagojena (Jeffery, 2015).  
6.2 MEDICINA 
Večfunkcionalni proteini so lahko udeleženi v običajno fiziologijo celic in v patofiziologijo - 
delujejo torej kot homeostatski regulatorji ali kot mediatorji patoloških stanj in s tem 
otežujejo določanje molekularnih mehanizmov razvoja bolezni, biooznačevalcev bolezni ter 
razvoj terapevtikov (Jeffery, 2003; Henderson in sod., 2017). Za pravilno določanje razvoja in 
napredovanja bolezni je potrebno poznati za nastanek bolezni ključne molekule in njihove 
funkcije, tudi vse funkcije »moonlight« proteinov (Jeffery, 2005). Navkljub poznavanju  le-
teh lahko še vedno ni jasno, katera povzroča simptome in kako jih povzroča (Jeffery, 2005).  
V podpoglavju 4.2.1 Večfunkcionalnost pri bakterijah je bila predstavljena udeleženost 
»moonlight« proteinov pri bakterijskih infekcijah, to poglavje pa bo osredotočeno na druga 
bolezenska stanja, kjer imajo vlogo tudi večfunkcionalni proteini. 
6.2.1 Rak 
En prvih odkritih »moonlight« proteinov, ki imajo vlogo pri razvoju raka, je encim PGI. 
Poleg encimske funkcije v glikolizi ima tudi vlogo citokina metastaze raka na dojkah, pri 
čemer ob izločanju iz tumorskih celic dobi ime avtokrini dejavnik gibljivosti (Chaput in sod, 
1988; Watanabe in sod., 1996). Izločen se kot prokancerogeni faktor veže na površinske 
celične receptorje in povzroči transformacijo mezenhimalnih epitelijskih celic iz sposobnih 
medcelične pritrditve v migratorne in invazivne celice, ki vodijo v metastazo in šibko 
prognozo raka na dojkah (Ahmad in sod., 2011; Henderson in Martin, 2014). 
 
V razvoj raka so udeleženi še nekateri drugi glikolitični encimi, npr. α-enolaza. Pri α-enolazi 
se kancerogenost povezuje s funkcijami površinsko vezane α-enolaze – s sposobnostjo vezave 
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plazminogena in njegove aktivne oblike, plazmina (Lopez-Alemany in sod., 1994). Proces 
razgradnje ekstracelularnega matriksa s proteolitičnimi encimi, npr. s plazminom, povzroči 
spremembe v medceličnih interakcijah in interakcijah celic z ECM, signali spremenjenih 
interakcij pa se prenesejo v notranjost celice in povzročijo proliferacijo, diferenciacijo ali 
gibljivost tumorskih celic (Chauhan in sod., 1991; DeClerck in sod., 2004).  
6.2.2 Srčnožilne bolezni 
Henderson in sod. (2017) pišejo o večfunkcionalnih proteinih različnih živalih, ki prispevajo k 
bolezenskim stanjem. Tak primer je protein toplotnega šoka 60 (ang. Heat Shock Protein 60, 
Hsp60), ki se ga povezuje s srčnožilnimi boleznimi. Lin in sod. (2007) poročajo, da je pri 
pacientih in živalih s srčno odpovedjo v srčnih mišičnih celicah povečana koncentracija 
citoplazemskega Hsp60 in na plazemsko membrano vezanega Hsp60,  Kim in sod. (2009) pa 
so še pokazali, da človeški ekstracelularni Hsp60 inducira apoptozo.  
 
Drugi primer potencialnega v srčnožilne bolezni vključenega večfunkcionalnega proteina je 
ciklofilin A (ang. cyclophilin A, Cyp A). Nigro in sod. (2011) so pokazali, da pomanjkanje 
CypA zmanjša breme aterosklerotičnih lezij na mišjem modelu za aterosklerozo, poleg tega 
pa so predlagali pet patoloških mehanizmov, preko katerih CypA spodbuja nastanek 
ateroskleroze. Številne študije nadalje poročajo o v krvi cirkulirajočem CypA kot 
biooznačevalcu resnosti srčnožilnih bolezni ter pomembnosti razumevanja interakcij CypA z 
različnimi receptorji za pridobivanje novih terapevtskih tarč (Satoh in sod., 2010). 
6.2.3 Nevrodegenerativne bolezni 
Alzheimerjeva bolezen (ang. Alzheimer's disease, AD) je nevrodegenerativna bolezen, pri 
kateri v možganih pride do propada sinaps in nevronov ter do pojava nevrofibrilarnih pentelj 
in amiloidnih plakov (Aksenov in sod., 2001; Butterfield in sod., 2010). Oksidativni stres 
lahko povzroči transformacijo aminokislinskih ostankov, posledično izgubo ali spremembo 
funkcije proteina ter oblikovanje proteinskih agregatov (Aksenov in sod., 2001). 
 
Primer tega je GAPDH, ki je v možganih bolnikov z AD oksidativno modificiran in je 
posledično disfunkcionalen (Boyd-Kimball in sod., 2005). Neobičajen vzorec izražanja, 
kopičenje v jedru, spremembe fizičnih lastnosti in izguba glikolitične aktivnosti GAPDH so 
značilnosti, odkrite na celičnih modelih in post-mortem tkivih številnih bolnikov (Chuang in 
sod., 2005). Prevladuje prepričanje, da GAPDH po nuklearni translokaciji kot transkripcijski 
faktor sproži transkripcijo genov, ki sodelujejo v programirani celični smrti (Zheng in sod., 
2003). Ishitani in sod. (1996) so ugotovili, da dodatek protismernega oligonukleotida GAPDH 
ustavi apoptozo v celični kulturi nevronov, kar kaže na proapoptotično vlogo GAPDH.  
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GAPDH pa ima vlogo tudi pri Parkinsonovi bolezni (ang. Parkinson's disease, PD), katere 
značilnost sta celična smrt v bazalnih ganglijih prisotnih nevronov, ki izločajo dopamin, in 
prisotnost Lewyjevih telesc, agregatov iz α-sinukleina. Tsuchiya in sod. (2005) so odkrili, da 
GAPDH povezuje molekule α-sinukleina, domnevajo pa tudi, da je vloga GAPDH v apoptozi 
pomembna za nastanek Lewyjevih telesc. Ciljanje specifičnih pro-apoptotičnih molekul, npr. 
GAPDH, bi lahko predstavljalo strategijo za upočasnitev ali zaustavitev apoptoze nevronov 
pri AD in PD (Tatton, 2000). 
6.3 BIOTEHNOLOGIJA 
Boljše razumevanje strukture, funkcij in regulacije delovanja večfunkcionalnih proteinov 
bodo izjemnega pomena za razvoj zdravil, proteinov z novimi funkcijami in proteinov z 
novimi kombinacijami funkcij, ki bi bili lahko uporabni za sintezo novih materialov, 
dostavljanje zdravil v celice ali bioremediacijo (Jeffery, 2014, 2017).  
 
Večfunkcionalni proteini, udeleženi v nastanek infekcij ali bolezni, so potencialne tarče za 
razvoj cepiv in zdravil (Jeffery, 2015). Tarče za razvoj novih cepiv in antibiotikov so 
predvsem citosolni proteini, ki imajo druge funkcije, ko so izločeni iz celic oz. ko se pritrdijo 
na celično površino, pri čemer gre predvsem za »moonlight« proteine patogenih 
mikroorganizmov z vlogo pri pritrditvi na gostitelja, razgradnji gostiteljevih tkiv in invaziji 
(Jeffery, 2014). Poznavanje mehanizmov izločanja in pritrditve teh proteinov na celično 
površino bo pomembno za razvoj novih antibiotikov (Jeffery, 2017).  
 
Rasch in sod. (2015) prikazujejo sintezo protimikrobne substance, inhibitorja proteina MiP 
(ang. macrophage infectivity potentiator, Mip), ki je virulenčni faktor širokega spektra 
patogenov. Mip je večfunkcionalen protein, ki ima katalitično aktivnost (peptidil-prolil-
cis/trans-izomeraza), hkrati pa je zmožen tudi interakcije s kolagenom IV (Wagner in sod., 
2007; Ünal in sod., 2011). Omenjeni funkciji nekaterim patogenim bakterijam omogočata 
prehod čez ECM, ki vsebuje kolagen, ali čez linijo pljučnih epiteljskih celic ter nadalje 
invazijo makrofagov (Rasch in sod., 2015). Derivati cikloheksimida imajo sposobnost 
inhibicije katalitične aktivnosti Mip proteina in s tem rasti bakterije Legionella pneumopila. 
 
Pri načrtovanju zdravil za bolezni, v katere so vpleteni večfunkcionalni proteini, bo potrebno 
natančno poznavanje vseh funkcij »moonlight« proteina in regulacije le-teh (Jeffery, 2017). 
Pomembno je namreč zanesljivo vedeti, katera funkcija je udeležena v nastanek bolezenskega 
stanja in kako z zdravilom ciljati le to funkcijo in ne tudi ostalih, da ne bi prišlo do toksičnosti 
in neželenih stranskih učinkov (Copley, 2012).  
 
Na trgu sicer že obstajajo nekatera zdravila, ki preko delovanja na večfunkcionalne proteine, 
udeležene v določeno bolezensko stanje, pomagajo pri upočasnitvi pojavljanja simptomov 
bolezni ali pri zdravljenju. Gre predvsem za zdravila, ki preko ciljanja pro-apoptotičnih 
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molekul, npr. GAPDH, predstavljajo nevrozaščitno strategijo za zdravljenje AD in PD 
(Tsuchiya in sod., 2005). Tak primer so deprenil in njegovi analogi, ki zmanjšajo ali 
zaustavijo propadanje oz. apoptozo živčnih celic tako, da preprečijo kopičenje GAPDH v 
jedru in sproženje kaskadnih reakcij, ki sicer vodijo v apoptozo (Hara in sod., 2006). 
 
Panayi in Corrigall (2014) sta opisala tudi BiP protein (ang. binding immunoglobulin protein, 
BiP), ki je znotrajceličen šaperon, ki pravilno zvija proteine, varuje celico pred 
poškodovanimi proteini, v primeru celičnega stresa pa je izločen iz celice in ima 
imunoregulatorno in protivnetno vlogo. Avtorja predstavljata potencial BiP proteina za 
zdravljenje revmatoidnega artritisa, saj so raziskave na mišjih modelih pokazale, da je z 
injiciranjem raztopine BiP proteina prišlo do kasnejšega nastopa vnetja ali do zatrtja le-tega. 
V letu objave članka je bil rekombinantni človeški BiP protein v klinični fazi raziskav.  
 
V literaturi smo zasledili še članek Gaur in sod. (2018), ki uporabnost »moonlight«  proteinov 
vidijo tudi na področjih supramolekularnega inženiringa in nanobiotehnologije. Površinski 
bakterijski »moonlight« proteini s sposobnostjo samosestavljanja bi namreč lahko 
predstavljali osnovo za izgradnjo novih materialov in površin s specifičnimi lastnostmi.  
7 ZAKLJUČEK 
Od odkritja »moonlight« proteinov konec 80. let pa do danes je odkrito že skoraj 400 
večfunkcionalnih proteinov. Mnogo teh ima zaradi ločenega odkrivanja v različnih raziskavah 
več poimenovanj, saj se ni vedelo, da gre za identične molekule z več različnimi funkcijami.  
Kljub temu, da je bil pojav odkrit že pred skoraj tridesetimi leti in da predstavlja pomembno 
točko v razumevanju delovanja proteinov, celic in organizmov v celoti, sta poznavanje 
tematike in njena raziskanost še vedno precej šibki. Iskanje literature o »moonlight« proteinih 
zato ne prinese veliko rezultatov, poleg tega pa definicija pojava in besedna zveza ‘moonlight 
proteins,’ ki ju je oblikovala Jeffery, še vedno nista dovolj poznani, da bi v literaturi 
prevladalo enotno poimenovanje. Število 400 zato morda ni niti približna ocena do sedaj 
odkritih primerov »moonlight« proteinov. Ker različni avtorji zaradi stroge definicije, ki jo je 
oblikovala Jeffery, tudi deloma različno navajajo definicijo pojava, je težko vedeti, katere 
proteine resnično prištevati pod večfunkcionalne proteine, vendar smo se v tem diplomskem 
delu odločili upoštevati definicijo, ki jo je oblikovala Jeffery.  
 
Ne glede na omejitve različnih definicij postaja jasno, da je razumevanje same zmožnosti 
proteina, da opravlja več funkcij ob različnem času ali istočasno, na različnih ali istih 
lokacijah ipd., izjemnega pomena za razumevanje delovanja proteinov, celic in celičnih 
procesov. Bolj kot v iskanje potencialov, ki ga odkritje večfunkcionalnosti predstavlja za 
različna področja, se zato literatura osredotoča na odkrivanje primerov takšnih proteinov, 
iskanje njihovih funkcij in razumevanje povezave med strukturo in različnimi funkcijami. 
Raziskuje se tudi evolucija večfunkcionalnosti enoverižnih polipeptidov. Ko bomo razumeli 
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povezavo med strukturo in različnimi funkcijami, bo razumevanje regulacije in usklajevanja 
le-teh ključnega pomena, da se bo znanje o večfunkcionalnih proteinih lahko preneslo v 
iskanje in uresničevanje potenciala, ki ga le-te prinašajo za oblikovanje novih terapevtikov, 
antibiotikov in proteinov z novimi funkcijami. Dejstvo pa je, da gre za relativno novo 
področje in da bo za njegovo razumevanje potrebno še veliko raziskav.  
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